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Patentan. sprUche 

1. Antivirale Substanz, die im wesentlichen ein ionischer Kom- 
lex 1st, dadurch gefeennzei chne t, daB die Kationen 
Folykationen eines linearen Polyarginin-Molekiils mit mindestens 

5 Arginin-Einheiten und die Anionen entweder 

a) Polyanionen einer doppelstrangigen Ribonucleinsaure naturli- 
chen Ursprungs Oder 

b) Polyanionen eines doppelstrangigen Derivats einer naturlichen 
doppelstrangigen Ribonucleinsaure sind. 

2. Antivirale Substanz^ nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Kationen Poly-L-Ar ginin-Ka t i cnen sind . 

3. Antivirale Substanz nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekenn- 
zeiehnet, daB die doppelstrangige Ribonucleinsaure aus Virusteil- 
chen von infizierten Starcmen von Penicilliurri chrysosenum, ?eni- 
cillium stoloniferum, Aspergillus niger oder Aspergillus foetidus 
s"tamrctt • 

^. Antivire.le Substanz nach Anspruch 1 und 2 y dadurch gel:enn- 
zeichnet, daB die doppelstrangige Ribonucleinsaure die replikative 
Form eines Phagen ist. 

5* Antivirale Substanz nach Anspruch 1, 2 und dadurch 
gekennzeichnet, daB die doppelstrangige Ribonucleinsaure die repli 
kative Form einer Phagen-Mutante MU9 eines MS2- Escherichia coli- 
Phagen ist* 
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6. Antivirale Substanz nach Anspruch 1 bis 5* dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ irn wesentlichen alle Anionen der doppelstrangigen 
Ribonucleinsaure oder deren Derivat an einer ionischen Bindung 
mit den Polyarginin-Kationen beteiligt sind. 

7. Verfahren zur Herstellung der antiriralen Substanz nach 
Anspruch. 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB man in Losung line- 
ares Polyarginin oder dessen Salz mit entweder 

a) Polyanionen einer doppelstrangigen Ribonucleinsaure nattirli- 
chen Ursprungs oder 

b) Polyanionen eines doppelstrangigen Derivats einer natiirli- 
chen doppelstrangigen Ribonucleinsaure umsetzt. 

8. Verfahren nach Anspruch J, dadurch gekennzeichnet, dafi man 
eine wassrige Elektrolytlosung eines Polyarginins mit einer v;ass- 
rigen Elektrolytlosung einer doppelstrangigen Ribonucleinsaure 
oder deren doppelstrangigem Derivat vermischt. 

9. Arzneipraparat , gekennzeichnet durch einen Gehalt an einer 
antiviralen Substanz nach Anspruch 1 bis 6 als Wirkstof f , gege- 
benenfalls in Kombination mit ublichen pharmakologisch vertragli- 
chen Tragers tof f en und/oder VerdUnnungsmitteln. 

10. Arzneipraparat nach Anspruch 9, gekennzeichnet durch einen 
zusatzlichen Gehalt an einem lebenden oder abgetoteten Virus* 

11. Arzneipraparat nach Anspruch 9 und 10 in einer fur In^ektio- 
nen geeigneten Form. 
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12. Arzneipraparat nach Anspruch 9 und 10 in einer ftir die 
Anwendung an der Schleimhaut der Nase oder des Rachens geeigneten 
Form . 
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Brentford, Middle sex, GroBbritannien 

"Antivirale Substanz, Verfahren zu ihrer Herstellung und diese 
Substanz enthaltende Arzneipraparate" 



Es 1st an sich bekannt, daB doppelstrangige Ribonucleinsauren, 
die nachstehend RNS abgekiirzt werden, hochv/irksame Interfercn- 
Induktoren und daher von groBer Bedeutung fiir die Breitsprektrum- 
Prophylaxe von Virusinf ektionen sind und in einem geringeren Aus- 
maB auch zur Behandlung derartiger Inf ektionen eingesetzt worden 
konnen. Sowohl die synthetischen als auch die Ribonucleinoeluren 
naturlichen Ursprungs weisen Interferon- Induktoren-Aktivitat sowie 
antivirale Aktivitat in Gewebekulturen und bei Tieren auf ♦ Doppel- 
strangige Ribonucleinsauren mit antiviraler Aktivitat konnen z.3. 
aus Viruspartikeln extrahiert werden, die u.a. in bestimmten infi- 
zierten Pilzen vorkommen, wle in einigen Stammen von Penicilliurn 
chrysogenum, Penicilliurn funic ulosum, Penicilliurn stolonif erum, 
Aspergillus niger und Aspergillus f oetidus . Aufierdem kcmmen derar- 
tige Ribonucleinsauren in cytdplasmatischen Polyhedrosisviren, 
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in Reovirus-3-Virion sowie in der replikativen Phagenf orrn MS2 
aus E.coli und in der replikativen Pbagenform von MU9 eines mutan 
ten E. coli vor . 

Es bestehen jedocii Anzeichen dafur, daB doppelstrangige Ribonu- 
cleinsauren naturlichen Ursprungs beim Menschen und bei Tier en 
eine zu hohe toxische Nebenwirkung haben. Hire Anwendung in der 
Human- und der Veterinarmedizin ist daher beschrankt. 

Es bestetit daher ein Bedarf fttr ein antivirales Mittel, das weni- 
ger toxisch als doppelstrangige Ribonueleinsaure allein ist, und 
dessen antivirale Aktivitat vergleichbar Oder besser ist, 

Es ist an sioh bekannt, daB Nucleinsauren mit vielen basischen 
Polypeptide^ wie Protaminen und Polylysin, ioniscbe Komplexe 
bilden. Die meisten dieser Arbeiten jedoch befassen sich mit den 
Xomplexen von Polybasen und Desoxyribonucleinsaure und einstran- 
giger Ribonueleinsaure. Diese Polybase-Nueleinsaure-Komplexe sind 
gegen Nuclease-Abbau und thermisctie Denaturierung stabiler als 
die Stamm-Nucleinsaure . Als man entdeekte, daB synthetiscbe dop- 
pelstrangige Ribonucleinsauren Interferon- Induktoren sind, glaubte 
man, daB die Behandlung der doppelstrangigen Ribonucleinrtxuro mit 
Polybasen zu einer Stabilisierung gegen den Abbau durch Ribcnu- 
c lease fuhrt und sornit zu einer verbesserten Oder verlangerten 
antiviralen Aktivitat in vivo. Die Ergebnisse dieser Arbaiten 
waren jedoch nicht sehr ermutigend. Billiau und Mitarbeiter 
(siehe Ann. N.Y. Acad. Sci., 1J2 S. 657 (1970)) berichteten, 

daB die Stimulierung durch doppelstrangige Ribonueleinsaure 4e£ 
Interf eron-Mechanisraus in Gewebekulturen bis zu lOOfach erhSht 

709817/0908 



2547696 

- a - 

werden kann durch Zugabe von polybasischen Substanzen, wie Neomy- 
cin, Streptomycin, Diathylaminoathyldextran, methyliertem Albumin, 
Protamin, Histon und Colistin. Diese Verbindungen waren dafur 
bekannt, daB sie die Wirkung der Ribonuclease hemmen oder die 
Aufnahme von Ribonucleinsaure in die Zelle erhohen. Billiau und 
Mitarbeiter vermuten, daB "einige dieser basischen Substanzori fur 
die Therapie von Virus- Infekti one n durch Interferon- Induktoren 
geeignet sein konnten", schranken jedoch ein, daJ3 "die Inter- 
feron- Indukt ion durch Poly-I : Poly-C in vivo durch Diathylamino- 
athyldextran, jedoch nicht durch Neomycin oder Protamin erhoht 
vrtirde" . 

Hochmolekulares Poly-D-Lysin erhoht die Interferon- Indukt ion 
durch Poly-I : Poly-C in Mausen und ist diesbeziiglieh dem Diathyl- 
aminoathyldextran uberlegen (siehe Rice und Mitarbeiter in "Appl. 
Microbiol. 19 (5), S. 867 (1970)). Die mit einer Kombination von 
Poly-I : Poly-C und Poly-D-Lysin behandelten Tiere zeigten keine 
unmittelbaren Zeichen von Toxizitat, die Dosis des Materials lag 
jedoch deutlich unter der Dosis, bei der die toxischen Wirkungen 
von Poly-I : Poly-C allein auftreten. 

Die PR- PS 178 953 offenbart ein Praparat, das 1 mg doppelstran- 
gige Ribonucleinsaure, 200 ug Polyornithin und 50 mg Vitamin Bg 
enthSlt. Das Polyornithin soli die Aufnahme der Ribonucleinsaure 
in die Zellen erhohen. 

Die Literatur lleB vermuten, daB Komplexe von gewissen Polybasen 
mit doppelstrangiger Ribonucleinsaure die Inter feron-Spiegel in 
vitro und in vivo erhohen und/oder verlSngern wiirden. Es ist 

709817/0908 

BNSQQCJD:<DE 2547.6S6A1_I_> ... - 



2547696 

-V- 

jedoeh bekannt, daB der Inter f eron-Spiegel nicht unbedingt mit 
der antiviralen Aktivitat parallel geht. Eine Verbindung, die nur 
eine geringe Interf eron-induzierende Wirkung hat, kann jedoch ein 
sehr gutes antivirales Mlttel sein und umgekehrt . ' Aufierdem be- 
steht in der Literatur keine Ubereinstimmung dariiber, welche Art 
von Polybase notwendig ist, vim in vivo erhohte Interf eron-Spiegel 
zu erreichen. Kombinationen von Protatnin und doppelstrangiger 
Ribonucleinsaure scheinen weniger zufriedenstellend zu sein als 
doppelstrangige Ribonucleinsauren allein, wogegen Kombinationen 
von doppelstrangiger Ribonucleinsaure und Diathylaminoathyldextran 
ihr uberlegen sind. Diese wider sprechend en Ergebnisse machen es 
unmoglich, zu sagen, ob und welche einen ionischen Komplex bilden- 
de Combination von doppelstrangiger Ribonucleinsaure mit einer 
Polybase bezuglieh der Interf er on- induzier end en Aktivitat, weni- 
ger der antiviralen Aktivitat, der doppelstrangigen Ribonuclein- 
saure allein uberlegen ist. 

Die Brauchbarkeit eines antiviralen Mittels hangt im wesentlichen 
von zwei Paktoren ab: Von der Dauer der durch eine bestimmte Dosis 
des Mittels erreichten Sehutzwirkung und der Toxizitat des Mittels 
Die Dauer der Schutzwirkung hangt nicht unbedingt von der Fahig- 
keit, die Interf er on- Produkt ion su induzieren, ab, und wird dehor 
auch nicht, gemaB der Literatur, von der Zugabe einer Polybase 
beeinfluBt ■ Was die Toxizitat eines antiviralen Mittels betrifft, 
ist in der Literatur nichts zu finden. . . 

Es wurde nun f estgestellt, daB Komplexe von doppelstrangiger Ribo- 
nucleinsaure natiirlichen TJrsprungs mit Polyarginin weniger tcxi^ch 
sind, zumindest bei kleinen Saugetieren, als die doppelstrangige 
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, und dafl die 




virale Schutzwirkung haben als die entsprechende Ribonucleinsaure. 

Gegenstand der Erfindung 1st somit eine antivirale Substanz, die 
im wesentlichen ein ionischer Komplex ist, der dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB die Kationen Polykationen eines linear en Poly- 
argininmolekiils mit mindestens 5 Arginin-Einheiten und die Anio- 
nen entweder 

a) Polyanionen einer doppelstrangigen Ribonucleinsaure nattir- 
lichen Ursprungs Oder 

b) Polyanionen eines doppelstrangigen Derivats einer natiirlichen 
doppelstrangigen Ribonucleinsaure sind. 

Der Ausdruck f, doppelstrangig ft bezfeht sieh auf die Tatsache, daB 
zwei getrennte Ribonucleinsaure-Molekule dureh V/asserstof f-3ruk- 
kenbindung zwischen den komplementSren Basen langs des Mclekuls 
assoziiert sind. Die Ribonucleinsauren konnen verschieden stark 
"doppelstrangig" sein. 

Der Ausdruek "doppelstrangige Ribonucleinsaure natiirlichen Ur- 
sprungs" betrifft jede doppelstrangige Ribonucleinsaure, die aus 
den oben angegebenen Pilzen extrahiert werden kann, und schlieBt 
synthetische doppelstrangige Ribonucleinsauren, wie Polyinosinyl- : 
Polycytidylsaure (Poly-I : Poly-C), Polyadenyl-: Polyuridylsaure 

(Poly-A : Poly-U) und Polyguanidyl- : Polycytidylsaure (Poly-G : 

Poly-C) aus. 

Der Ausdruck "doppelstrangiges Derivat einer natiirlichen doppel- 
strangigen Ribonucleinsaure" betrifft jede natiirliche doppelstran- 
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gige Ribonucleinsaure, die einer chemischen oder biochemischen ■ 
(z.B. enzymatischen) Reaktion unterworfen wurde, welche die pri- 
mare und/oder sekundSre und/oder tertiare Struktur verandert 
(z.B. die tf- Oxide. gemaB der GB-PS 1 284 150 oder die alkali-modi- 
fizierten doppelstrangigen Ribonucleinsauren gemaB DT-OS 
2 201 513). Voraussetzung ist, daB das entstandene Deri vat noch 
einen we sent lichen Teil der Basenpaare der komplementaren Strange 
besitzt. 

Die Doppelstrangigkeit einer doppelstrangigen Ribonucleinsaure 
oder deren Derivat kann durch zwei Parameter, die Hyperchromizi- 
tSt und den Tm-Wert, charakterisiert werden. Diese Parameter wer- 
den dtirch Aufzeichnen der UV-Absorption des Materials bei 260 ntn 
erhalten, viahrend die Temperatur allmahlich gesteigert wird. Die 
UV-Absorption einer doppelstrangigen Ribonucleinsaure bei dieser 
Wellenlange steigt mit steigender Temperatur, bis ein konstanter 
Wert erreieht ist, der der Absorption der therraisch denaturierten 
(z.B* einstrangigen) Ribonucleinsaure entspricht. Die Differenz 
zwischen den beiden Grenzwerten der Absorption, ausgedruckt als 
Prozentsatz der Absorption des doppelstrangigen Materials, wird 
als die "Hyperchromizitat" dieses Materials bezeichnet. 

Wird die .UV-Absorption bei 260 run eines doppelstrangigen Materi- 
als gegen die Tempera tur aufgetragen, so stellt man fest, da8 die 
Absorption bei hohen Temperaturen groBer als bei niedrigen Tetnpe- 
raturen ist* Die Temperatur, bei der die Absorption in der Mitte 
zvxisehen der Absorption des doppelstrangigen Materials und der 
des thermisch denaturierten (z.B. einstrangigen) Materials liegt, 
wird als TSn-Wert dieses Materials bezeichnet. 
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Das im erfindungsgemafien Komplex als Kation verwendete Polyargi- 
nin-Molekul hat ein Molekulargev*icht von 1500 bis 1 000 000, vor- 
zugsweise etwa 6500. "Linear" heiBt, daJ3 in dern Polyarginin-Mole- 
kiil keine Vernetzungen zwischen den baaaischen Aminogruppen der 
Arginin-Einheiten bestehen. 

Als Polyarginin-Molekul geeignet ist ein Poly-D-, Poly-L- oder 
Poly-D,L-Arginin-Molekul. Bevorzugt ist ein Poly-L-Arginin-Mole- 
ktil. 

Vorzugsweise stammen die als Polyanionen verwendeten doppelstran- 
gigen Ribonucleinsauren aus Virus teilchen, die in bestimmten in- 
fizierten Pilzen vorhanden sind, z.B. in bestimmten Pilzen der 
Gattung Penicillia, z.B. P.chrysogenum ( GB-rPS 1 170 929), 
P.stolortiferum (Banks und Hitarbeiter, Nature, Bd. 223, S. 155 
(1968)) und Aspergilli, z.B. A.niger und A.foetidus (G3-PS 
1 300 259). Vorzugsweise soIUben die Polyanionen (4 und (b) die 
Interferon-Produktion in lebenden Saugetieren induzieren- (das 
kann durch die Methode von G.P. Lampson, A. A. Tytell, A.K. Field, 
M.M. Neraes und M.R. Hilleman in "Proc .Nat .Acad. Sci.", Bd. 58, 
S. 782 (1967} bestatigt warden)-. 

Die erfindurigsgemaBe antivirale Substanz ist im xiresentliclien ein 
ionischer Komplex, der durch eine starke elektrostatische weciisel- 
wirkung zwrisciien dem kationischen Polyarginin-Anteil und dem aiiio- 
nischen Anteil der Ribonucleinsaure charakterisiert ist. Es sind 
Jedoch auch andere Arten von Wechselwirkungen moglicb; Genaues 
iiber diese Art von Bindungen weifi man jedoeh nicht.. 

i 

709817/0908 

BNSDOCID: <DE 2547696A1_I_> 



25476^ 

- $ - 

In den erfindungsgemeiBen Komplexen sind praktisch alle anioni- 
schen Stellen der doppelstrangigen Ribonucleinsaure durch ent- 
sprechende kationische Stellen des Polyarginins neutralisiert, 
wobei die kationlschen Stellen die basischen Aminogruppen der 
Argininmonomere sind. Urn diese Neutralisation der kationlschen 
und anionischen Stellen zu erreichen, verwendet man das Polyargi- 
nin entweder als einzelnes Molekul mit einer den anionischen Stel- 
len der doppelstrangigen Ribonucleinsaure entsprechenden Anzahl 
an kationlschen Stellen oder als kleinere Polyarginin-Molekiile, 
wobei die Summe der kationlschen Stellen den anionischen Stellen 
der doppelstrangigen Ribonucleinsaure entspricht . Mit diesen 
"1 : l f, -Komplexen erhSlt man eine lange antiviral e Schutzdauer 
und eine niedrige Toxizitat. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung der 
antiviralen Substanz, das dadurch gekennzeichnet 1st, dafi man in 
Losung lineares Polyarginin oder dessen Salz entweder mit 

a) Polyanionen einer doppelstrangigen Ribonucleinsaure natiir- 
lichen Ursprungs oder 

b) Polyanionen eines doppelstrangigen Derivats einer natttrli- 
chen doppelstrangigen Ribonucleinsaure umsetzt. 

Man kann die Polyarginin-Polykationen in wassriger Losung mit den 
Ribonucleinsaure-Polyanionen umsetzen. So kann man Polyarginin- 
hydrochlorid in der wassrigen Losung eines anorganischen Salzes, 
z.B. Natriumchlorid, losen und mit einer entsprechenden Losung 
der Ribonucleinsaure vermischen. Wenn die Molar it at der entstan- 
denen Salzlosung nieht zu hoch ist, fallt der Komplex sofort aus • 
1st das nicht der F&ll, so kann man die Losung zur Verminderung 
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der Molar itat verdunnen, der Komplex fallt dann aus • 

Man kann aber auch eiri Gemisch des neutralen Polyarginins und der 
Ribonucleinsaure Oder deren Derivat zu einer Salzlbsung zugeben 
und die entstandene Losung gegebenenfalls verdtfnnen, tun den Kom- 
plex aus zuf alien. 

Vorzugsv/eise verwendet man einen geringen UberschuB an Polyargi- 
nin-Polykationen, wobei der UbersehuB anhand der basischen Amino- 
gruppen, die mit den Phosphorsauregruppen der Ribonucleinsaure- 
Polyanionen reagieren konnen* berechnet wird. 

9 

Die erfindungsgemafien Komplexe besitzen antivirale Aktivitat mit 

einem breiten Spektrum gegen eine Anzahl von Des oxy r i b onuc lain- • 

saure- und Ribonueleinsaure-Viren/ z.B. Enc ephal omy ocarditis- 
Virus, Semliki-Forest-Virus, gegen den Maul- und Klauenseuche 
tiervorruf enden Virus und gegen den Herpes -Simplex-Virus . Vermut- 
lich induzieren die erf indungsgemaBen Komplexe die Interf eron- 
Produktion in den Wirtzellen und schutzeri somit gegen den Angriff 
der Viren. 

tlberraschenderweise ist die Toxizitat dieser Komplexe (gemessen 
als I£>5Q bei Mausen) niedriger als die von Ribonucleinsaure allein. 

Die Erfindimg betrifft somit Arzneipraparate, die durch einen 
Gehalt an erf indungsgemaBer antiviraler Substanz als Wirkstoff , 
gegebenenfalls in Kombination mit pharmakologisch vertraglichen 
Tragerstof fen und/oder Verdunnungsmitteln gekennzeichnet sind. 
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Die Wahl des Tragerstof fes richtet sich nach der bevorzugten Art . 
der Verabreichung. Man kann die erf indungsgemafien Arzneiprapara- 
te z!J3» subcutan oder intramuskular injizieren. Die erfindungsge- 
mafie antivirale Substanz ist dann im Verdiinnungsmittel entweder 
gelost Oder als feine Dispersion suspendiert* Bei lokaler Anwen- 
dung, z.B. an der Schleimhaut der Nase oder des Rachens, ist der 
Tragerstof f ein Verdiinnungsmittel. 

Die Beispiele erlautern die Erfindung* Die Ablriirzung "d.s.-RNS" 
bedeutet doppelstrangige Ribonucleinsaure . 



Beispiell 

Herstellung eines Komplexes aus ds-RNS, die aus P .chrysogenum , 
ATCC 10002 virusahniichen Partikeln isoliert wurde, und Poly- 
arginin 

Eine geriihrte Losung von 100 mg ds-RNS-Natriumsalz in 200 ml 
0,15 Natriumchlorid wird bei Raum tempera tur mit einer Losung von 
200 mg Poly-E- Arginin mit einem Molekulargewicht von 6500 in 200 ml 
0,15 m Natriumchlorid versetzt. Es fallt sofort ein Niederschlag 
aus. Das Reaktionsgemisch wird 16 Stunden bei Raumtomperatur ge- 
rxihrt und dann zentrifugiert . GemSB dem UV-Spektrum enthalt die 
iiberstehende Losung keine Nucleinsaure. . Der Niederschlag 

wird mit 200 ml VJasser, dann mit 200 ml Methanol gewaschen und bei 
Rauratemperatur unter vermindertem Druck gatroeknet • Man erhalt 
162 mg des Komplexes als weiBen Feststoff . Das Produkt ist in 3 m 
Natriumchlorid unloslich* Fur die biologisohen Versuche wird der 
erfindungsgemafie Komplex als Suspension eingesetzt. 
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Biologische Paten 

(a) Toxizitat bei Mausen 
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Die Toxizitat der als Ausgangsmaterial eingesetzten doppelstran- 
gigen Ribonucleinsaure und der nach Beispiel 1 hergestellten Kom 
plexe wird in 16 bis 20 g schweren Mausen, Stamm GDI, verglichen 
Die Verbindungen werden intraperitoneal injiziert, die Tiere wer 
den 10 Tage lang beobachtet-. Tabelle I fafit die Ergebnisse zusam 
men. 



Tabelle I 

Toxizitat des erf indungsgemafien aativiralen Komplexes. Die Dosis 
bezieht sich auf die Menge an jei^eils vorhandener doppelstran- 
giger Ribonucleinsaure. Die Sterbliohkeit ist in Anzahl tctor 



Verbindung 


Dosis 
(Rig/kg) 


Sterblioh- 
keit 




ds-RFS-Polyarginin- 








Kotnplex in 1,5 m NaCl 








(Suspension) 


25 


0/5 


ylOQ 




50 


0/5 






100 


0/5 




ds-RNS in 0,15 m NaCl 


12,5 

25 
50 


1/10 

5/10 
9/10 


25 



(b) Antiviral? A>*-jy*tMt 

Die Verbindungen werden 16 bis 20 g schweren Mausen, Starnm GDI, 
intraperitoneal injiziert. 24 Oder 72 Stunden spater werden die- 
sen Mausen etae oder zwei Verdttnnungen von Eneephalornyocarditis- 
Virus intraperitoneal injiziert. Die Tiere werden 12 Tage lang 
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beobachtet, die Sterblichkeit wird mit der unbehandelter Kontroll 
mause verglichen. Tabelle II faBt die Ergebnisse zusammen. 
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Beispiel2 

Herstellung eines Komplexes aus ds-RNS, die aus P»chrysogenum 
ATCC 10002 virusahnlichen Partikeln isoliert wurde, und Poly- 
arginln 

Eine geriihrte Losung von 500 mg ds-RNS-Natriumsalz in 500 ml 
0,15 m Natriumchlorid wird bei Raumtemperatur mit einer ' L<5sung 
von 318 mg Poly-L-Arginin-Hydrochlorid (Miles-Code-Nr . 71-103A) 
in 100 ml 0,15 m Natriumchlorid versetzt. Es fallt ein Niedc-r- 
sehlag aus* Das Gemisch wird 3 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt, 
dann uber Nacht bei 4°C stehengelassen. Der Niederschlag wird 
zentrif ugiert . GemaB dem TJV-Spektrum enthalt die Uberstehende 
Losung keine Nucleinsaure . Der Niederschlag wird in 50 ml 

0,15 m Natriumchlorid suspendiert und noch eiranal zentrifugiert . 
Der Niederschlag wird in 0^15 m Natriumchlorid suspendiert und 
zerkleinert • Man erhalt eine feine Suspension des Komplexes mit 
einem ds-RNS-Gehalt von 20 mg/ml. Das Produkt ist in 3 m Natrium- 
chlorid unloslich. Fur die biologischen Versuche wird es als Sus- 
pension verwendet . 

Wir-kun^ g d auer 

Der Schutz, den die erf indungsgema3en Komplexe gegen niedrige 
(8 x LD^q) und hohe (80 x LD^q) Infektionswerte des Encephalo- 
myocarditis-Virus gewShrleisten, wird in einzelncn Zeitinr.erv^l- 
len bis . zu 5 Wochen bewertet. 16 bis 20 g schweren Mausen, S^amm 
GDI, wird die erf indungsgemafle antivirale Substanz subcutan inji- 
ziert. 0, 1, 7, 21 Oder j55 Tage danach werdendiesen Mausen eine 
oder zwei Verdunnungen von Encephalomyccarditis-Virus intrapsriro- 
neal injiziert. Die Tiere werden 12 Tage beobachtet, die Sterblieh- 
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.keitsrate- von mit Komplex behandelten Tieren wird mit der von 
Kontrollmausen verglichen, die eine entsprechende Dosis von 
ds-RNS entweder intraperitoneal oder subcutanund entsprechende 
Mengen Encephalomyocarditis-Virus erhalten hat ten. Die Zeitinter- 
valle, die Dosismengen und die Verabreichungsart sind in Tabelle 
III und IV zusammengefaSt . Da die Tiere am End e der Vorbehand- 
lungszeit ungewohnlich grofi. war en, wurde am siebten Tag die fur 
diesen Versuch notwendige Virus-Dosis bestimmt, die 50 % der. Test- 
tiere t5tet. Dement sprechend konnten dann die Virus-Dosen gewahlt 
werden. 

_ . .0- 6 '9 

,-6,6 



EHC LD^o Versuch : 10 



am Ende : 10 



wobei LD^q die Dosis an Virus ist , die 50 % der Tiere totet. 

Tabelle III 
Dauer der Schutzwirkung des erf indungsgemafien Komplexes bei 
Mausen, denen Encephalomyocarditis-Virus in einer 8 x LD^-Menge 
injiziert wurde* Angegeben ist die Anzahl toter Tier^Tiere 

Brugge 





Vorbehandlungszeit 


(Tage 


) 


Verbindung 


Dosis 


Verab- 


1 


7 


21 


35 




(rug/kg ) 


rei chung 










ds-RNS 


5 


i.p. 


0/10 


3/io 






ds-RNS 


5 


s . c . 


0/10 


7/10 








100 


s .c . 


6/10 


3/10 


1/9 


2/10 


Kontrollen 






10/10 
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Tabelle IV 



Sehutzwir-kung bei Mausen, denen Eneephalomyocarditis-Virus in 
einer 80 x LD^ Q -Menge injiziert wurde. Angegeben ist die Anzahl 

52^S£_?iSr®/?i2^S_2i?5r_§£yPP2i 





wi&wjbehandlungszeit 


(Tage) 


Verbindung 


Dosis 
(mg/kg) 


Verab- 
rei chung 


1 


7 


21 


35 


ds-RNS 


5 


i.p. 


0/10 


10/10 






ds-RNS 


5 


s .c . 


2/10 


10/10 






fComplex 


100 


s .c . 


10/10 


5/10 


5/10 


9/10 


Kontrollen 






10/10 
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